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柠檬 酸 对 小 鼠 脂 肪 细胞 甘油 三 酯 及 其 代谢 产物 含量 的 影响 


EAP M Ee 稚 诚 龙 ， 余 雄 ” 


C. 新 疆 农业 大 学 动物 科学 学 院 , 乌鲁木齐 830052; 2. 新 疆 肉 乳 用 草食 动物 营养 重点 实验 室 , 乌鲁木齐 


830052 ) 


摘 要 : 试验 目的 旨 在 研究 柠檬 酸 对 小 鼠 脂 肪 细胞 甘油 三 酯 CTG) 及 其 代谢 产物 含量 的 影响 。 将 小 鼠 3T3-L1 


前 脂 细胞 诱导 成 成 熟 的 脂肪 细 


胞 作为 研究 对 象 ， 在 诱导 培养 第 14 天 ， 加 入 含 0 (对照 组 )、20 (试验 I AB) . 


50 GRIA) 、200 nmol/L 的 柠檬 酸 完全 培养 基 ( 试 验 人 组 ) 培养 细胞 ， 于 0、36、72 h 收集 细胞 检测 


TG 合成 和 分 解 代谢 中 关键 限 速 酶 及 代谢 产物 的 含量 。 结 果 表 明 : 在 36 和 72 h， 试 验 I、I、fII 组 TG 含量 
显著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ; 各 试验 组 醛 缩 酶 (FDA ) 、 乙 酰 辅 酶 A 羧 化 酶 CACC) 和 脂肪 酸 合成 酶 (FAS) 


显 
含量 均 显 著 或 极 显 著 高 于 对 照 


组 (P<0.05 或 P<0.01) ; 各 试验 组 激素 敏感 脂肪 酶 CHSL) 、 肉 碱 脂 酰 转 


移 酶 1 (CPTI) 、 游 离 脂肪 酸 (FFA) 及 乙酰 辅酶 A 含量 均 极 显著 低 于 对 照 组 (P<0.01) 。 结 果 提 示 ， 柠 


含量 ， 极 显著 降低 TG 分 解 代 谢 中 HSL、CPT1、FFA 及 乙酰 辅酶 A 产物 的 含量 ，20 umol/L 为 最 佳 剂量 。 


关键 词 ， 柠 样 酸 ， 小 鼠 脂 肪 细胞 ， 甘 油 三 酯 ， 脂 代谢 


中 图 分 类 号 : S816.7 


动物 肌 内 脂肪 的 含量 和 积累 使 肌肉 表现 出 大 理 石花 纹 状 ， 影 响 和 决定 着 肉 的 品质 ， 动 物体 内 脂肪 的 沉 
积 最 先是 皮下 脂肪 沉积 ， 再 是 内 脏 脂 肪 沉积 ， 最 后 才 是 肌 间 脂肪 的 沉积 ， 这 就 要 求实 现 对 脂肪 代谢 的 调控 ， 
最 大 可 能 地 增加 动物 体内 脂肪 的 合成 与 沉积 ,才能 实现 脂肪 在 肌 间 的 沉积 。 柠檬 酸 作 为 脂 代 谢 中 的 关键 产物 ， 
对 脂肪 的 代谢 起 着 重要 的 调控 作用 ， 高 浓度 的 柠檬 酸 可 活化 柠檬 酸 裂解 酶 ， 产 生 大 量 的 乙酰 辅酶 A， 乙 栈 
辅酶 A 和 柠檬 酸 共同 激活 乙酰 辅酶 A 羧 化 酶 ， 促 进 丙 二 酰 辅酶 A 的 合成 ， 从 而 促进 脂肪 酸 的 合成 中 。 赵 俭 


D 研 究 发 现 柠檬 酸 经 过 柠檬 酸 裂解 酶 催化 生成 草 酰 乙 酸 和 乙酰 辅酶 A, 它 们 对 真菌 生物 脂肪 积累 具有 重要 调 


节 作用 。 杨 文 洲 等 各 研究 发 现 柠檬 酸 能 够 促进 酵母 菌 体内 三 羧 酸 循环 ， 而 三 羧 酸 循环 直接 影响 脂 代谢 。 田 静 


外 研究 发 现 ， 柠 檬 酸 合成 酶 基因 与 牛肉 脂肪 性 状 、 含 


、 分 布 和 品质 显著 相关 。 国 内 针对 柠檬 酸 对 脂肪 细胞 


cal 


脂肪 代谢 的 影响 尚未 见报 道 ， 柠 檬 酸 对 脂肪 代谢 影响 和 调控 机 制 有 待 深 入 研究 。 本 试验 通过 研究 不 同 剂量 
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的 柠 榜 酸 对 小 鼠 脂 肪 代谢 的 影响 ， 以 期 促进 脂肪 的 合成 与 沉积 ， 并 在 细胞 分 子 水 平 上 利用 酶 联 免 疫 吸 附 试 
验 CELISA) 的 双 抗 夹心 法 检测 脂肪 在 合成 和 分 解 代 谢 中 生成 的 关键 限 速 酶 、 代 谢 产物 的 含量 ， 阐 述 柠檬 酸 
对 脂肪 代谢 调控 的 整体 影响 ， 探 索 其 对 脂肪 代谢 调控 的 机 制 ， 为 实现 调控 脂肪 代谢 提供 新 的 思路 和 理论 依 
据 ， 也 为 今后 实现 动物 肌肉 内 脂肪 的 沉积 改善 肉 品 品质 奠定 理论 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 设计 

试验 于 2016 年 10 月 至 2017 年 9 月 在 新 疆 农 业 大 学 肉 乳 用 草食 动物 营养 重点 实验 室 进行 。 按 照 单 因 素 
试验 设计 ， 在 细胞 培养 液 中 加 入 不 同 剂量 的 柠檬 酸 作为 不 同 组 ， 试 验 组 柠 榜 酸 剂 量 分 别 为 20 (试验 I 组 )、50 
(试验 II 组) 、200 pmol/L CAIM) ， 对 照 组 (CK 组 ) 不 添加 柠檬 酸 ， 在 0、36 和 72 b 收集 细胞 及 培 
养 液 冻 在 、 以 备 送 检 ; 每 组 3 个 平行 样 ， 每 个 平行 样 3 次 重复 。 
1.2 试验 材料 

小 鼠 前 脂 细 胞 〈3T3-L1 细胞 ) 购 于 上 海 赛 等 生物 技术 公司 ; 柠檬 酸 (CA) 、DMEM 高 糖 培养 基 、 胎 


牛 血 清 CFEBS)、 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA)、 磷 酸 盐 缓 冲 液 PBS)、 青 - 链 霉 素 试 剂 、3- 异 丁 基 -1- 甲 基 黄 嗓 叭 LBMX)、 
地 塞 米 松 (DEX)、 胰 岛 素 ONS) 均 购 于 美国 GIBCO 公司 ， 试 验 所 用 ELISA 试剂 盒 均 由 上 海 美 轩 生物 技术 
公司 生产 。 

1.3 试验 方法 
1.3.1 试剂 配 第 


完全 培养 基 组 成 为 89% DMEM 高 糖 培养 基 、10%FBS 胎 牛 血清 、1% 青 - 链 霉 液 ， 诱 导 液 I 由 完全 培养 


= 


基 添 加 0.5 mmol/L IBMX, 1 umol/L DEX, 5 mg/L INS 组 成 ;诱导 液 I 由 完全 培养 基 添 加 Smg/L INS 组 成 。 


1.3.2 细胞 培养 
参照 郭 秀 玲 等 方法。 将 小 鼠 前 脂 细胞 放 入 含 10% 胎 牛 血清 的 完全 培养 基 中 , 在 37 °C. 5% CO 饱和 滥 
度 条 件 下 培养 ， 待 细胞 融合 度 达 80% 左 右 ， 将 细胞 传代 接种 到 培养 板 中 常规 培养 ， 融 合 度 达 80% 时 诱导 ， 
先 用 诱导 液 I 培 养 2 d, 再 换 诱导 液 I[ 培 养 2 d, 更 换 完全 培养 基 培 养 的 第 14 天 , 按 试验 设计 剂量 加 入 含 柠 檬 酸 完 
全 培养 基 培 养 细 胞 ， 于 0、36、72 h 收集 细胞 进行 后 续 检测 。 
1.3.3 ”细胞 形态 观察 
细胞 经 过 油 红 O 染色 ,采用 光学 显微镜 观察 细胞 形态 。 
1.3.4 代谢 产物 和 酶 含量 的 测定 
试验 中 各 种 代谢 产物 和 酶 含量 的 测定 均 参 照 冰 莉 等 四 的 双 抗 夹心 法 。 试 验收 集 的 细胞 冻 存 后 送 由 上 海 赛 
等 生物 技术 公司 检测 。 
1.4 统计 方法 
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D 


数据 用 平均 值 (means) RE (SD) 表示 ， 用 SPSS 22.0 进行 单 因 素 方差 分 析 ， 并 用 LSD 方法 
多 重 比较 。 


2 结 R 


2.1 柠檬 酸 对 小 鼠 脂 肪 细胞 脂 滴 形态 的 影响 


不 同 柠檬 酸 水 平 下 小 鼠 脂 肪 细胞 脂 滴 形态 见 图 1。 


a: 对 照 组 CK group; b: 试验 1 组 test group I; c: 试验 了 [组 test group Il; d: 试验 II 组 test 
group Ilo 


1 柠檬 酸 对 小 鼠 脂 肪 细胞 脂 滴 形态 的 影响 〈72 h， 油 红 O RE) 
Fig.l Effects of citric acid on lipid droplet morphology of mouse adipocytes (72 hours, oil red O staining, 400x) 


2. 2 柠檬 酸 对 小 鼠 脂 肪 细胞 TG 合成 代谢 中 关键 限 速 酶 含量 的 影响 


由 表 1 可 知 ， 在 36 和 72 h 时 ， 试 验 I 组 醛 缩 酶 (FDA) 含量 均 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ， 试 验 II 和 
II 组 FDA 含量 均 极 显著 高 于 对 照 组 CP<0.01) ; 各 试验 组 果糖 -6- 磷 酸 激酶 (6-PFK) 、 和 葡萄 糖 -6- 磷 酸 脱氧 
A (G6PD) 、 丙 酮 酸 脱 氧 酶 El (PDHE1) 、 二 氧 令 辛酸 转 乙 酰基 酶 (DLAT) 、DGAT2 含量 与 对 照 组 在 0、 
36、72 h 差异 均 不 显著 (P>0.05) ; 在 36 和 72h 时， 各 试验 组 二 氧 硫 辛 酰胺 脱氧 酶 (DLD)〉 、 乙 酰 辅 机 
A 羧 化 酶 CACC) 、 脂 肪 酸 合成 酶 (FAS) 含量 均 极 显著 高 于 对 照 组 (P<0.01) 。 


表 1 柠檬 酸 对 小 鼠 脂 肪 细胞 TG 合成 中 关键 限 速 酶 含量 的 影响 


Table 1 Effects of citric acid on key rate-limiting enzyme contents in TG synthesis of mouse adipocytes 


时 间 Time/h 


项 目 Items 组 别 Groups 

0 36 72 
果糖 -6- 磷 酸 激 对 照 CK 86.63+5.41 84.62+5.01 84.78+5.79 
$ 6-PFK/ I 87.76+6.03 90.02+5.44 89.57+4.87 


(ng/mL ) Il 84.89+5.98 90.91+4.56 91.8145.04 


糖 -6- 磷 酸 


a 
a 


脱氧 酶 G6PD/ 


(pg/mL) 


ARR 


El PDHE1/ 


(ng/mL ) 


乙酰 辅酶 A FR 


化 酶 ACC/ 


(ng/mL) 


脂肪 酸 合成 酶 


FAS/ (pg/mL) 


M 


对 照 CK 


M 


对 照 CK 


M 


对 照 CK 


M 


对 照 CK 


M 


对 照 CK 


M 


对 照 CK 


M 


对 照 CK 


II 


86.724 


108.67 


109.99 


4.99 


+6.46 


+6.77 


112.97+6.45 


103.97 


+7.03 


1 725.75+119.51 


1 717.56+109.44 


1 770.77+103.38 


1 807.58+99.58 


14.494 


14.544 


15.474 


14.674 


1.41 


1.25 


1.36 


1.26 


1 233.47+104.75 


1 228.36+107.71 


1 250.54+103.35 


1 255.65+100.97 


735.214 


698.934 


708.014 


686.234 


35.45 


32.23 


34.46 


30.01 


1 398.05+90.45 


1 280.86+94.05 


1 308.22+101.09 


1 433.21+97.87 


313.794 


289.864 


300.484 


308.414 


18.71 


20.45 


17.43 


19.51 


89.11+5.25 


109.59+6.668¢ 


120.7145 .9848° 


131.05+5.864* 


129.86+6.0148 


1 688.89+117.78 


1 713.47+4105.56 


1 873.08+101.01 


1 815.78+110.34 


14.61+1.23 


14.23+1.17 


13.9341.29 


14.46+1.21 


1 247.11+107.58 


1 427.57+104.14 


1 429.18+108.52 


1 427.81+106.67 


726.13429.848° 


969.11+28.9444 


1 105.91430.3442 


1 179.43435.734* 


1 413.66+93.84B> 


1 909.71+99.3548 


2 116.72487.86%* 


2 311.94488.52" 


326.38+16.678° 


535.97+16.01" 


538.55£18.87* 


522.68+20.26^° 


90.4744.44 


115.52+6.568° 


127.47+7.334Bb 


139.83+5.994# 


142.2147.084* 


1 672.55+106.63 


1 730.37+102.24 


1 860.79+111.98 


1 893.55+115.81 


14.46+1.22 


14.26+1.26 


14.07+1.31 


14.73+41.35 


1 230.07+108.96 


1 327.81+101.62 


1 351.09+103.35 


1 392.01+105.38 


711.63+33.98B> 


965.46+31.52" 


1 172.214+29.654* 


1 174.01427.32% 


1 405.86+95.048> 


2 136.24+89.8742 


2 196.51+80.82^* 


2 319.75+84.8148 


303.16+17.798> 


529.36421.074# 


537.35£19.36 


518.63+16.07 


对 照 CK 827.73+50.25 818.45+45.56 822.64+45.64 

DGAT?/ I 837.26+46.26 782.93+47.21 795.46+45.39 
(pg/mL) I 810.11+47.33 799.64+48.16 810.42+46.91 
I 794.56+48.16 818.45+42.94 847.72+44,98 


同 列 数据 肩 标 不 同 大 写字 母 表示 差异 极 显著 (P<0.01) ， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) ， 
相同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05) 。 下 表 同 。 


In the same column, values with different capital letter superscripts mean extremely significant difference (P 
<0.01), and with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05), while with the same 
or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05) . The same as below. 

2.3 柠檬 酸 对 小 鼠 脂肪 细胞 TG 分 解 代谢 中 关键 限 速 酶 含量 的 影响 
表 2 可 知 ， 在 36 和 72h 时， 试验 I[、II、H 组 激素 敏感 脂肪 酶 HSL) 含量 均 极 显著 低 于 对 照 组 〈P 


<0.01) ， 各 试验 组 间 差 异 不 显著 (P>0.05) ; 在 0、36 和 72h 时， 各 试验 组 甘油 三 酯 水 解 酶 (TGH) & 
量 与 对 照 组 差异 均 不 显著 (P>0.05); 在 0h 时 ， 各 试验 组 肉 碱 脂 酰 转移 酶 1 (CPTI) 含量 与 对 照 组 差异 


不 显著 (P>0.05) ， 在 36 和 72h 时 ， 各 试验 组 CPT] 含量 均 极 显著 低 于 对 照 组 CP<0.01) ， 各 试验 组 间 


[fin 


差异 不 显著 (P>0.05) 。 


表 2 柠檬 酸 对 小 鼠 脂 肪 细胞 TG 分 解 代谢 中 关键 限 速 酶 含量 的 影响 


ffin 
四 


Table 2 Effects of citric acid on key rate-limiting enzyme contents in TG catabolism of mouse adipocytes 


时 间 Time/h 


项 目 Items 组 别 Groups 
0 36 72 
对 照 CK 2 508.81+101.01 2 403.86+100.37^ 2 343.93+104.9148 
激素 敏感 脂 I 2 404.194100.51 1 868.38+102.215> 1 707.67+102.452° 
ving I 2 356.15+101.52 1 698.01+101.36Bb 1 528.114+99.94B° 
II 2 524.76+104.26 1 719.21+103.882° 1 589.45+96.138° 
对 照 CK 1 767.85+111.01 1 731.65+92.94 1 673.73+90.95 
iy 三 酯 水 I 1 696.35+109.34 1 623.95+99.06 1 781.43+88.86 
Ca I 1 749.65+105.48 1 780.43+87.76 1 781.33+90.23 
II 1 656.01+110.45 1 588.12+85.83 1 850.55+89.79 
对 照 CK 529.27+30.67 457.07+27.78^ 484.42+28.65^3 
肉 碱 脂 酰 转移 I 515.61431.05 369.62427.048> 366.74427.7280 
ame I 514.47+29.99 339.544+26.358° 360.14+419.848° 
I 487.07+28.92 360.27+25.785° 328.27+19.278 


2.4 柠檬 酸 对 小 鼠 脂 肪 细胞 TG 代谢 产物 含量 的 影响 


表 3 可 知 ， 在 0h 时 ， 各 试验 组 TG 含量 与 对 照 组 差异 均 不 显著 (P>0.05) ， 在 36 和 72h 时 ， 试 验 


L I WATG 含量 均 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ; 各 试验 组 DG 含量 在 各 时 间 点 与 对 照 组 相 比 差 异 均 不 


显著 (P>0.05) ; 在 36 和 72h 时 ， 各 试验 组 游离 脂肪 酸 (FFA) 含量 均 极 显著 低 于 对 照 组 (P<0.01) ,各 


P2 


试验 组 间 差 异 不 显著 (P>0.05); 在 0h 时 ， 各 试验 组 PA 含量 与 对 照 组 差异 不 显著 (P>0.05) ， 在 36 和 


72h 时 ， 各 试验 组 PA 含量 均 显 著 高 于 对 照 组 C(P<0.05) ; 在 36 和 72h 时 ， 各 试验 组 乙酰 辅酶 A 含量 均 


ANS 
O 


极 显著 低 于 对 照 组 


(P<0.01) ,各 试验 组 差异 不 显著 (P>0.05) 。 
表 3 柠檬 酸 对 小 鼠 脂 肪 细胞 TG 代谢 产物 含量 的 影响 


ANS 


Table 3 Effect of citric acid on the contents of TG metabolites of mouse adipocytes 


组 别 时 间 Time/h 
项 目 Items 
Groups 0 36 72 
对 照 CK 443.51+18.52 442.28+19.38° 462.22+18.11° 
甘油 三 酯 TG/ I 476.27+16.45 486.96+19.72° 512.79+17.048 
(ng/mL) II 466.24+18.07 501.77417.58" 511.71+17.38 
II 463.56+17.79 503.04+18.55° 507.69+16.942 
对 照 CK 10.28+0.95 9.65+0.93 10.21+0.95 
I 9.62+0.91 9.18+0.89 9.06+0.88 
DG/ (ng/mL) 
II 9.88+0.89 9.56+0.85 9.38+0.83 
II 10.48+0.96 9.84+0.91 9.91+40.81 
对 照 CK 100.76+7.79 97.67+7.79Aa 95.59+8.01Aa 
游离 脂肪 酸 I 96.72+7.21 65.32+6.35Bb 65.71+6.13Bb 
FFA/ ( u g/mL) II 99.36+7.16 61.86+6.028° 68.11+6.248 
II 101.72+7.24 66.09+5.23Bb 69.98+5.55Bb 
对 照 CK 9.18+0.87 9.39+0.77? 9.49+0.84° 
丙 酸 PA/ I 9,59+0.82 10.26+0.718 10.80+0.79" 
(nmol/mL ) II 9.78+0.79 10.60+0.69a 11.1440.65° 
II 9.29+0.85 10.77+0.73? 11.19+0.78° 
乙酰 辅酶 A 对 照 CK 926.03+35.01 899.61+32.13Aa 893.53+31.74^ 


Acetyl-CoA/ I 939.46+33.94 641.45+34.75Bb 639.18+29.37Bb 
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(pg/mL ) II 943.46434.89 686.24430.87Bb 651.38+28.62Bb 


MI 944.45+30.64 645.85+30.26B> 626.78+27.88"° 
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3.1 柠 榜 酸 对 小 鼠 脂 肪 细胞 TG 合成 关键 限 速 酶 含量 的 影响 


6-PFK、G6PD Ail FDA 是 脂 代 谢 过 程 糖 酵 解 的 关键 限 速 酶 ， 能 够 催化 葡 糖 糖 向 丙酮 酸 的 代谢 。 本 试验 
中 ， 添 加 不 同 剂 量 的 柠檬 酸 各 试验 组 的 6-PFK 和 G6PD 均 高 于 对 照 组 ， 但 差异 不 显著 ， 在 36 和 72h 时 ， 试 
验 I 组 的 FDA 含量 在 均 显著 高 于 对 照 组， 试验 IJ 和 II 组 均 极 显著 高 于 对 照 组 。 而 Khu 等 四 研究 发 现 糖 代 谢 中 
G6PD 和 FDA 的 含量 升 高 能 够 促进 细胞 对 糖 的 利用 增加 脂肪 的 合成 和 沉积 ， 门 丽 媛 等 四 研究 也 证 实 FDA 的 
表达 量 升 高 能 够 显著 提高 TG 的 合成 和 沉积 ， 这 与 本 试验 结果 一 致 ， 说 明 添 加 不 同 剂 量 的 柠檬 酸 能 够 促进 小 
鼠 脂 肪 细胞 内 糖 的 酵 解 ， 为 合成 TG 提供 更 多 的 原料 ， 而 各 试验 组 PA 的 含量 均 显 著 高 于 对 照 组 也 能 证 明 这 


` 


ayy 


PDHE1. DLAT, DLD 统称 为 丙酮 酸 脱氧 酶 复合 体 ， 是 丙酮 酸 进入 线粒体 脱羧 生成 生 脂 原料 乙酰 辅 酶 A 
的 关键 酶 系 ，DLAT 和 DLD 在 该 酶 系 中 起 到 主要 调节 作用 ， 二 者 共同 作用 使 该 酶 系 复合 物 磷 酸化 和 去 磷酸 
化 而 调节 其 活性 。 本 试验 中 ， 添 加 不 同 剂量 柠檬 酸 对 PDHE1 和 DLAT 含量 影响 不 大 ,在 36 和 72h 时 ， 各 
试验 组 DLD 的 含量 极 显著 提高 。 程 钰 芍 等 四 研究 发 现 ， 丙 酮 酸 脱氧 酶 系 活性 增加 脂肪 合成 增强 ， 其 活性 抑 
制 能 够 降低 脂肪 的 合成 。 与 本 试验 结果 相似 ， 这 说 明 添 加 不 同 剂 量 的 柠檬 酸 能 够 提高 细胞 中 丙酮 酸 脱氧 本 
系 的 活性 ， 从 而 促进 丙酮 酸 的 代谢 ， 为 合成 TG 提供 更 多 的 乙酰 辅酶 A 等 原料 。 

ACC 是 细胞 内 以 乙酰 辅酶 A 为 原料 合成 脂肪 酸 的 重要 限 速 酶 ， 柠 样 酸 是 其 激活 剂 ， 能 够 催化 乙酰 辅酶 
A 生成 两 二 酰 辅酶 A， 进 而 合成 脂肪 。 本 试验 中 ， 添 加 不 同 剂量 的 柠檬 酸 各 试验 组 能 够 极 显著 提高 ACC 的 
含量 ， 且 各 试验 组 之 间 差 异 不 显著 。Mao 等 00 和 Barber 等 0 研究 证 实 ，ACC 活性 增加 能 够 促进 细胞 TG 的 
合成 与 沉积 ， 这 与 本 试验 结果 一 致 。 

FAS 是 一 个 多 酶 复合 体 ， 在 脂肪 酸 从 头 合成 中 起 催化 作用 。 本 试验 结果 表明 ， 添 加 不 同 剂 量 柠檬 酸 能 
够 极 显 著 提 高 FAS 的 含量 ， 且 各 试验 组 之 间 差 异 不 显著 。Dentin 等 (3 研究 证 实 FAS 活性 的 高 低 直 接 控制 脂 
肪 合成 的 强 弱 ， 其 基因 表达 水 平 升 高 能 够 显著 增加 TG 的 沉积 ， 充 分 证 明 本 试验 结果 。 


3.2 柠檬 酸 对 小 鼠 脂肪 细胞 TG 分 解 关键 限 速 酶 含量 的 影响 


TG 的 存在 是 一 个 合成 和 分 解 动态 平衡 的 结果 ， 其 在 合成 的 同时 分 解 也 在 进行 。HSL 在 脂肪 分 解 中 起 到 
诀 定 性 作用 ， 是 分 解 脂肪 的 最 关键 的 限 速 酶 。 本 试验 中 ， 添 加 不 同 剂量 柠檬 酸 的 各 试验 组 HSL 的 含量 均 极 
显著 低 于 对 照 组 ， 且 各 试验 组 之 间 差 异 不 显著 。 这 与 Lorente-Cebriin 41315 Chong 等 0 人 研究 结果 一 致 ， 


wr 
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说 明 柠 檬 酸 能 够 极 显著 降低 HSL 含量 和 活性 ， 从 而 抑制 TG 在 胞 内 的 分 解 。 

TGH 存在 细胞 质 、 脂 滴 和 细胞 膜 上 ， 是 催化 TG 水 解 的 重要 脂肪 酶 。Cornaciu U5], Chakrabarti 等 0 
和 Serr 等 (7 研究 发 现 TGH 的 表达 抑制 能 够 促进 TG 的 沉积 ， 袁 理惠 08 研 究 发 现 ， 高 脂 营 养 水 平 能 够 抑制 脂 
肪 的 沉积 ， 但 是 对 TGH 的 表达 和 TGH 含量 影响 并 不 显著 ， 与 本 试验 结果 一 致 。 这 表明 添加 柠檬 酸 对 TGH 


含量 影响 不 显著 ,说 明 本 试验 中 柠檬 酸 主要 是 通过 抑制 HSL 合成 从 而 抑制 了 TG 的 分 解 ， 从 而 增加 了 TG 在 
胞 内 的 沉积 


CPTI 是 转运 活化 的 脂肪 酸 〈 脂 酰 辅 酶 A) 进入 线粒体 进行 氧化 分 解 的 关键 限 速 酶 。 本 试验 结果 表明 ， 
添加 柠檬 酸 的 各 试验 组 CPT1 的 含量 均 在 36 和 72 h 时 均 极 显著 低 于 对 照 组 ,各 试验 组 之 间 差 异 均 不 显著 。 
450, Abu-Elheiga 等 RW 研究 证 实 抑制 CPTI 的 表达 和 CPTI 合成 能 够 抑制 脂肪 的 氧化 ， 增 加 脂肪 的 沉积 。 
与 本 试验 结果 一 致 。 这 说 明 柠檬 酸 能 够 抑制 脂肪 细胞 内 CPTI 的 含量 ， 抑 制 脂 肪 酸 的 B 氧 化 分 解 ， 从 而 增加 
T TG 在 脂肪 细胞 内 的 沉积 


由 此 
pa 


3.3 柠檬 酸 对 小 鼠 脂肪 细胞 TG 代谢 关键 产物 含量 的 影响 


if 本 试验 中 ， 添 加 柠檬 酸 各 试验 组 TG 的 含量 在 36 和 72 h 时 均 显 著 高 于 对 照 组 ， 各 试验 组 之 间 差 异 不 显 
= 著 ， 说 明 一 定 剂量 的 柠檬 酸 能 够 促进 小 鼠 脂 肪 细胞 TG 的 合成 和 沉积 ， 且 20 pmol/L 为 最 佳 。 这 是 因为 在 脂 
= 肪 酸 合成 过 程 中 ， 首 先 ， 柠 檬 酸 能 够 作为 激活 剂 催化 乙酰 辅酶 A 生成 两 二 酰 辅酶 A, 而 生成 的 丙 二 酰 辅酶 A 
越 多 ， 细 胞 合成 的 脂肪 酸 和 TG 也 就 越 多 ， 甚 次， 柠檬 酸 参 与 森 檬 酸 -丙酮 酸 循环 ， 和 葡萄 糖分 解 产 生 的 丙酮 
酸 进 入 线粒体 经 一 系列 酶 催化 生成 乙酰 辅酶 A 与 森 柑 酸 结合 通过 线粒体 膜 进入 胞 液 内 ， 用 于 合成 脂肪 酸 进 
而 合成 TG; 再次， 柠檬 酸 作为 糖 代 谢 关 键 中 间 产 物 ， 其 本 身 经 过 一 系列 酶 的 催化 可 以 生成 用 于 合成 脂肪 酸 
的 原料 乙酰 辅酶 A。 童 晋 C 研 究 结果 表明 细胞 内 柠檬 酸 合成 酶 与 村 檬 酸 含量 表达 上 升 能 够 增加 脂肪 酸 和 脂 
肪 的 合成 增加 ， 与 本 试验 结果 类 似 。 

DG 和 FFA 既是 TG 的 合成 前 体 同时 也 是 其 分 解 产物 , 在 本 试验 中 添加 不 同 浓度 柠檬 酸 的 各 试验 组 FFA 

量 均 极 显著 低 于 对 照 组 、 这 与 杨 竹 青 等 2 通过 烟 酸 抑制 TG 分 解 从 而 显著 降低 细胞 中 FFA 含量 结果 一 
致 ， 因 为 添加 柠檬 酸 能 够 显著 降低 TG 水 解 酶 HSL 的 含量 ， 所 以 FFA 的 含量 显著 降低 。 

PA 作为 脂 代 谢 的 关键 中 间 产 物 ， 和 柠檬 酸 构成 森 檬 酸 -丙酮 酸 循环 转运 合成 脂肪 的 原料 乙酰 辅酶 A, 在 
本 试验 中 各 试验 组 PA 的 含量 均 高 于 对 照 组 。Wang 等 研究 发 现在 脂 代 谢 的 调 探 过程， 多 余 的 葡萄 糖 会 诱 
导 和 葡萄 糖 激 酶 、 丙 酮 酸 激酶 、4CC 及 FAS 等 表达 ， 从 而 促进 脂肪 的 合成 。 

乙酰 辅酶 A 是 脂 代 谢 最 关键 的 中 间 产 物 ， 由 糖分 解 代谢 产生 用 于 脂肪 的 合成 代谢 。 本 试验 中 各 试验 组 
的 乙酰 辅酶 A 的 含量 均 极 显著 低 于 对 照 组 ， 但 是 本 试验 结果 显示 添加 柠檬 酸 能 够 促进 丙酮 酸 脱 所 酶 系 中 
DLAT, DLD 的 含量 ， 促 进 丙 酮 酸 的 代谢 生成 更 多 的 乙酰 辅酶 A, 分 析 原 因 是 因为 添加 了 柠檬 酸 更 好 的 激活 
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了 ACC 的 作用 ， 使 糖 酵 解 生成 的 乙酰 辅酶 A 更 多 用 于 合成 脂肪 。 王 倩 倩 等 4 研究 发 现 ，4CC 表达 上 升 能 
够 显著 促进 筷 脂 肪 细胞 中 TG 的 合成 ， 同 时 降低 脂肪 合成 原料 乙酰 辅酶 A 在 细胞 的 内 的 含量 ， 与 本 试验 结 
果 一 致 。 


人 柠檬 酸 能 够 促进 小 鼠 脂肪 细胞 TG 的 合成 ,抑制 TG 的 分 解 ， 增 加 小 鼠 脂肪 中 脂肪 含量 和 沉积 ， 添 加 
20 hmolL 柠檬 酸 最 但 
包 柠 檬 酸 能 够 显著 或 极 显著 提高 合成 TG 合成 代谢 中 的 关键 限 速 酶 FDA. ACC. FAS 的 含量 ， 能 够 极 
著 抑 制 TG 分 解 代谢 中 关键 限 速 酶 HSL. CPTI 的 含量 。 
@@ 柠 檬 酸 能 够 显著 提高 TG 代谢 的 中 间 产 物 PA 含量 ， 能 够 极 显著 降低 FFA 和 乙酰 辅酶 A 的 含量 。 
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Effects of Citric Acid on Contents of Triglyceride and Its Metabolic Intermediates of Mouse Adipocytes 
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(I. Collage of Animal Science, Xinjiang Agricultural University, Urumqi 830052, China; 2. Xinjiang Key 
Laboratory of Meat & Milk Production Herbivore Nutrition, Urumqi 830052, China ) 


Abstract: The purpose of this study was to investigate the effects of citric acid on contents of triglyceride and its 
metabolites of mouse adipocytes. Firstly inoculated the mouse 3T3-L1 cells into mature adipocytes as the test 
subject, the cells were cultured in complete mediums containing 0 (CK group), 20 (test group I), 50 (test group 
IDand 200 umol/L citric acid (test group IIT) on the 14th day, respectively. The cells were collected at 0, 36 and 72 
h for the detection of key rate-limiting enzyme contents in TG synthesis and catabolism, and TG metabolite 
contents, respectively. The results showed as follows: at 36 an 72 h, TG content in test groups I, H and III was 
significantly higher than that in CK group (P<0.05). The contents of aldolase (FDA) , acetyl-CoA carboxylase 

CACC) and fatty acid synthetase (FAS) in test groups were significantly higher than those in CK group (P< 
0.05 or P<0.01). The contents of hormone-sensitive lipase (HSL), carnitine palmityl transferase 1 (CPT1), free 
fatty acids (FFA) and acetyl CoA in test groups were significantly lower than those in control group (P<0.01). 
In conclusion, citric acid can promote the synthesis and deposition of TG of mouse adipocytes, significantly 
increase the contents of FDA, ACC,and FAS in TG synthesis, and significantly reduce the contents of HSL, CPT1, 
FFA, acetyl CoA in TG disintegration; the optimal dosage of citric acid is 20 umol/L. 


Key words: citric acid; mouse adipocytes; triglyceride; adipose metabolism 


*Corresponding author, professor, E-mail: 6769666@qq. com (责任 编辑 王 智 航 ) 


